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Sprague-Dawl ey雄性ラット (200-300g) に， i n d omet h a c i n ( 1 N D )を胃管により
50mg/kg B. W. 投与して胃粘膜障害を作製した。 DNA合成観察の為に 5-b r omo -2' -
deoxyur i d i ne (B rdu) (50mg〆/kg B. W. )を静脈内 lζ投与した。
2) probe の調整:
v -my c (P s t 1 -P s t 1 , 1.52k b )および， v 一Ha-ras (Hi nd m -Hi nb m, O.88kb) の
cDNA f ragmen t を 35S-deoxy C T P で標識した。 negative control として同様に標
識した pBR322 DNAを用いた。 probe の比活性は， 10 8--10 9 cP口Vug DNAであった。
3) 組織標本の作成:
一 189-
経時的lと燐酸緩衝 2 %paraformaldehyde 溶液で濯流固定し，胃を取り出し後固定を行った。
クライオスタットにて，厚さ 8 -12μm 凍結切片を作製し，ゼラチンスライド上に貼付した。
4 ) (i n s i t u"hy b r i d i z a t i 0 n hist 0 che m i s t r y : 
スライドグラス上の切片を， 1 時間室温で prehybridization した後， 35S で標識した
probe をスライド当り 1 ng を含む hybridization溶液と450C ， 12--16 時間反応させ，その後
microautoradiography を行った。 5--10 日後に現像定着し， Mayer's hematoxylin 
染色を行った。また，反応の特異性確認のため， 35S で標識化した pBR3 22 DNAを用いて，同
様の反応操作を行った。
5) 免疫組織化学:
連続切片を用いて免疫組織化学的検討を加えた。乙の検討に使用した抗体は，羊抗P 62 c-myc 




正常胃体部粘膜において c-myc 遺伝子， c-Ha-ras 遺伝子の発現細胞は認められなかった。
2) 病理学的観察:
IND投与 3 時間後より，出血性粘膜病変が胃体部に認められ，投与 6 時間後には，病変が最大
となった。以後，病変の治癒傾向となる乙とが認められた。
3) c-myc 遺伝子の発現:
IND投与 3 時間後に，そのmRNAの発現は最大となり， P62 c - myc 蛋白は 3 時聞から 6 時
間後にかけて認められた。その遺伝子発現細胞は，病変部とその周囲の粘膜頚部に分布する粘膜頚
細胞と壁細胞および，腺底部lζ分布する壁細胞，主細胞と ， HDC免疫反応陽性で確認される
enterochromaffinlike cell であった。 pBR322 DNAを用いた negative control 
で、は，特異的な銀粒子の集積は，各々の時間経過で認められ芯かった。
4) c-Ha-ras 遺伝子の発現:
IND投与 6 時間後から 12時間後にmRNAの発現が観察され， P21c-Ha-ras 蛋白は， 6 時間
後から 24時間後に認められた。その遺伝子発現細胞の種類は， c -my c 遺伝子発現細胞と同一であ
り，また，その分布も同様であった。
5) DNA合成細胞の同定:
BrdU取り込み陽性で同定される S 期細胞は，正常群および IND投与18時間後までは粘膜頚部
に限局していたが，時間経過と共~L S 期細胞は増加する傾向で観察された。一方， 1 ND投与24時
間後には，粘膜頚部の細胞のみならず，病変部の腺底部細胞にも S 期細胞は分布し，その分布は，




胃粘膜再生・修復過程において， DNA合成の充進に先立つて， c -my c 遺伝子， c-Ha-ras 遺
伝子の連続発現が，病変周囲の粘膜頚細胞，壁細胞，主細胞および， enterochromaffinlike 







性癌遺伝子である c-myc ， c-Ha-ras 遺伝子の連続発現と DNA合成の関連を， ( i n s i t u"
hybridization histochemistry と immunoh i s tochem i s t ry とを用いて細胞レベMで
検討したものである。 DNA合成の冗進に先立ち c-my c 遺伝子は，病変発生の早期より発現が増強
し，続いて， c-Ha-ras 遺伝子の発現増強が認められた。 その発現は，障害粘膜の周囲とその腺
底部の細胞であり，その発現細胞は，胃粘膜の幹細胞である粘膜頚細胞のみならず分化した機能を有
する壁細胞，主細胞および内分泌細胞の一つであるHDC陽性細胞，即ち enterochromaffin-
1 i ke 細胞である乙とが同定された。
本研究は，再生胃粘膜においてはじめて，細胞性癌遺伝子発現を in situ で解析したものである。
乙の検討は，再生胃粘膜における細胞性癌遺伝子の役割を明らかにする上で，多大の貢献をもたらす
ものであり，学位に値するものと考える。
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